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Abstract 
Over the last decade many new products containing metal nanoparticles have been 
introduced on the marked due to the properties of nano-sized particles. CuO 
nanoparticles (CuO NP’s) are amongst these metals and from their respective products 
some are eventually released into the aquatic environment. This can possibly be harmful 
to organisms living there. Though copper is an essential part of numerous important 
enzymes involved in vital biological processes, it can also lead to oxidative stress and 
cell death. If an organism experiences overexposure of the metal over a longer period of 
time, its body will try to cope by adjusting a broad arsenal of metal and ROS sensitive 
genes. In this project we investigate the expression of two such genes, Metallothioneine 
(MT) and Cytochrome C Oxidase (CCO). We used the freshwater oligochaete test-
organism Lumbriculus variegatus to identify the possible, but yet undetected link 
between up or down regulation of the two genes and the overexposure to Copper. We 
used Cu2+ particles and CuO NP’s for two periods of time, 4 and 18 days to see if size 
and time had an impact. We found, that gene expression of CCO and metal 
contamination did not seem to be correlated. We did not achieve data for MT. We also 
succeeded in determining the subspecies of Lumbriculus variegatus due to a specific 
primer match with a subspecies 1 specific primer pair for COI-I (CCO). 
Abstrakt 
Gennem det seneste årti er der blevet introduceret mange nye produkter, der indeholder 
metal nanopartikler, som følge af deres egenskaber. CuO nanopartikler (CuO NP’s) er 
blandt disse metaller og ved brug kan nogle blive ledt ud i vandmiljøet med tiden. Dette 
kan muligvis være skadeligt for organismerne som lever der. Selvom kobber er en 
vigtig del af mange enzymer involveret i vitale biologiske processer, kan det også føre 
til oxidativt stress og celledød.  Hvis en organisme oplever overeksponering af metallet 
over en længere periode, vil dens krop forsøge at udligne skaden ved at regulere på et 
bredt arsenal af metal og ROS følsomme gener. I dette projekt undersøger vi 
ekspressionen af to sådanne gener, Metallothionein (MT) og Cytochrom C Oxidase 
(CCO). Vi anvendte en ferskvands oligochaet, testorganismen Lumbriculus variegatus, 
til at identificere en mulig men stadig uopdaget sammenhæng mellem op- eller ned-
reguleringen af de to gener og overeksponering af kobber. Vi brugte Cu2+partikler og 
CuO NPer for to perioder ad gangen, 4 og 18 dage, for at se om størrelse og tid har en 
effekt. Vi fandt, at CCO og metaleksponering ikke synes at være sammenkoblet. Vi fik 
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ingen data for MT. Vi har desuden bestemt underarten af Lumbriculus variegatus som 
følge af et specifikt primer match med vores COI-I primer (CCO). 
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Forord  
Denne projektrapport beskæftiger sig med indsamling af ny viden ved hjælp af 
grundforskning i forbindelse med vores 2. semester projektrapport, hvor vi skal have 
erfaring med modeller, teorier og eksperimenter i naturvidenskab.  
Vores model er generne for hhv. MT og CCO og Cu-partiklernes påvirkning på deres 
ekspresseion i vores modelorganisme Lumbriculus Variegatus (L.Variegatus). Vi 
afprøver vores model i vores eksperiment. 
Vores teorier er gængse molekylær- og miljø-biologiske teorier. Disse er f.eks. det 
centrale dogme’ som vi kommer kort ind på i opgaven og andre videnskabelige 
accepterede teorier om Cu-partiklers skadelige indvirkning. 
 Vores eksperiment er de forsøg vi har stillet op i laboratoriet. Vi har f.eks. lavet RNA 
til cDNA, PCR og gelelektroforese. 
Vores målgruppe er studerende med indgående kendskab til cellebiologi og 
molekylærbiologi på NATBAS-niveau. 
Tak til Julie Lilith Hentze for god og grundig vejledning, indkøb af 
molekylærbiologiske gør-det-selv sæt og mange timer i lab. Tak til vores 
opponentgruppe og deres vejleder, Gary Banta.  
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Ordliste/Forkortelsesliste 
 
ATP: AdeninTriPhosphat (energi) 
CAT: Catalase (enzym) 
CCO: Cytochrom C Oxidase (Kompleks 4  i elektrontransportkæden) 
CuO: Kobberoxid (Nanokobber) 
ETC: Electron Transport Chain (elektrontransportkæden) 
GPX: Glutathione Peroxidase 
LPO: Lipid Peroxidation 
MT: Metallothionein 
MTLP: Metallothionein-like-proteins 
NADH: Nikotin-amid-adenin-dinukleotid 
NADPH: Nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat 
NP: Nanopartikler 
PCR: PolyChainReaction 
Peroxider: Oxiderende stoffer (O-O)-2 
ROS: Reactive Oxygen Species 
RT: Revers Transkriptase 
SOD: Superoxid Dismustase 
Superoxider: stærkt oxiderende stoffer O2- 
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Indledning 
Kobber nanopartikler (CuO NP) og kobber(II)ioner (Cu2+) findes efterhånden i mange 
forskellige produkter, alt fra hårde hvidevarer og elektronik til tøj og make-up. Disse 
partikler udledes til det omgivende miljø f.eks. gennem tøjvask og industri og udgør 
med tiden større og større potentiel fare for de vandlevende organismer. Derudover 
findes der også naturligt kobber i akvatiske miljøer i mængder fra 0,2-30 µg/L, mens 
der i industriprægede områder findes mængder helt op til 100-200.000µL/g (Hem, 
J.,1989 og Robins, R., et al., 1997). Lumbriculus Variegatus er en ferskvandsorganisme 
der lever af sediment i vandmiljøer i Europa og Nordamerika (Gerhardt, 2007). Den 
findes i store mængder, og ophober metaller i sin krop, hvilket er meget 
modstandsdygtig overfor udefrakommende faktorer, hvilket gør den til en god 
biomonitor (Xie et al., 2008). Ifølge Pagenkopf, G. (1983) og Playle, R. et al. (1992, 
1993) er ferskvandsorganismer især gode testorganismer, når det kommer til kobber, da 
kobber-ioner færdes bedre i ferskvand, da der ikke er samme konkurrence om 
kationerne i ferskvand som i saltvand. Dette gør undersøgelser af organismer i 
ferskvand til en vigtig proces (Pagenkopf, G - 1983, Playle, R. et al. - 1992 og 1993). Vi 
vil i denne opgave undersøge genekspressionen når vores organisme er eksponeret for 
kobber i forskellige former. Herved kan vi se hvilke gener, der sandsynligvis spiller en 
rolle i metaludskillelse, ophobning og på biologiske systemer, der bliver sat på prøve 
under disse omstændigheder. De mekanismer vi vil se på CCO (Cytochrom C Oxidase, 
subunit I i elektrontransportkæden), samt MT (Metallothionein). CCO og MT er del af 
systemer der, så vidt vides, kan blive påvirket af stress-faktorer som f.eks. eksponering 
af metaller og udsultning. Dette kan medføre ROS da der kan komme ubalance i 
systemet, hvilket gør identifikationen af de forskellige faktorers virkning til en yderst 
kompliceret proces. Derudover findes der flere forskellige isoformer af f.eks. MTer og 
indtil videre er teorien, at hver isoform og gruppe af MTer har hver deres funktion og 
derved alle er meget specifikke og forskellige indenfor hver organisme (Amiard, J.-C, 
2005). Der er mange peer-reviewed artikler inden for dette område, men stadig ingen 
konkrete svar, grundet de mange effekter, der kan have flere forskellige årsager og også 
påvirker hinanden individuelt. 
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Problemformulering: 
Ud fra ovenstående har vi udformet en problemformulering, der lyder som følgende: 
Hvordan påvirker Cu2+ og CuO partikler genekspressionen af metallothionein og 
cytochrom c oxidase hos Lumbriculus Variegatus? 
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Teori 
Lumbriculus Variegatus  
L. variegatus (Annelida, Oligochaeta, Lumbriculidae) er en orm der lever i ferskvand, 
blandt andet i vandmiljøer i Europa og Nordamerika (Gerhardt, 2007). Den er 
sedimentlevende og er fundet bl.a. i udkanten af vandhuller, hvor den lever af sediment 
(Brinkhurst og Gelder, 1991). Generelt er der fundet populationer af L. variegatus hvor 
længden af ormen har ligget mellem 0,5mm og 45mm (Cook, 1984) og tykkelsen på 
mellem 1mm og 1,5 mm. (Drewes, 1999).  
L. variegatus lever med hovedet nedgravet i sediment og halen oppe i vandfasen 
(Penttinen et al., 1996). L. variegatus er en nedbryder, herved menes det, at den indtager 
sediment og derved optager det organiske materiale. Det organiske materiale består af 
både dyre- og planterester og mængden, samt kvaliteten af det, kan variere meget i 
forhold til andre sediment-typer, alt efter hvor ormen befinder sig (Leppänen og 
Kukkonen, 1998a). Ormen har gennem tiden specialiseret sig til at indtage store 
sedimentmængder tilsvarende dens kropsvægt i løbet af en dag (Lopez og Levinton, 
1987). Efterfølgende udskiller ormen det uorganiske materiale, samt resterne af de 
organiske partikler, såsom fækalier, på sediment-overfladen (Leppänen og Kukkonen, 
1998a). 
Ydermere er ormen anvendelig i laboratorie forsøg, da den er i stand til at reproducere 
sig selv, udelukkende aseksuelt, kaldet architomi (Gerhardt, 2007), hvor de ved 
pulserende sammentrækninger af kropsvæggen medfører en deling af organismen, 
således at der dannes to eller flere dele (Christensen, 1984). Det tager organismen 6-7 
døgn at regenerere et hoved, i dette tidsrum kan den ikke indtage føde og ophobning af 
eventuelle metaller kan kun ske gennem diffusion, og 2-3 døgn for en hale. 
Genoptagelsen af fødeindtagelsen sker først, når ormen har et færdigudviklet hoved 
(Lesiuk og Drewes, 1999). Det menes at reproduktionen af ormen er størrelses- og 
temperaturafhængig, da det er vist at organismen har en vis størrelse, før den er i stand 
til reproduktion. Derudover er det vist at reproduktionen formindskes ved meget lav 
temperatur og formindsket tilgang til føde(Leppänen og Kukkonen, 1998a).  
Akvatiske oligochaeter anses for gode forsøgsorganismer i forhold til bioakkumulering 
af forskellige miljømæssige kontaminanter, når disse skal undersøges. Dette skyldes 
ovenstående forklaring om ormens levestandarder(Hirsch, MP, 1998; Leppänen og 
Kukkonen, 1998b; Ingersoll et al., 2003; Gerhardt, 2007; Vink, 2009). Indenfor den 
senere tid, er organismen blevet anvendt til en del laboratorieforsøg, da kulturer af dem 
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er nemme at holde og de har en høj tolerance overfor metalholdige miljøer (Hirsch, MP, 
1998; Ingersoll et al., 2003; OECD, 2007). 
Cu partikler 
Kobber (Cu) har atomnummer 29 i det periodiske system og forkortes i ion-form til 
Cu2+ og har en massefylde på 8,9 kg/m3. Cu har en rødlig farve medmindre det oxideres. 
(Johnsen, O., 2001)  
Kobber har en krystalstruktur, som består af en tæt kuglepakning af Cu2+-ioner og er 
meget formbar. Materielt set bruges kobber i el-industrien, da stoffet er godt til at lede 
bl.a. varme og elektricitet. Ydermere anvendes kobber i metallegeringer, såsom bronze 
og messing. Metallet er blevet anvendt igennem tusinder af år bl.a. i den romerske æra, 
hvor uvindingen af stoffet hovedsageligt blev udvundet på Cypern. Kobber har mange 
anvendelsesmuligheder, hvilket er grunden til at det i højere grad findes i miljøet.  
Kobber(II) ioner er vandopløselige, hvor de ved lav koncentration fungerer som 
antibakterielle stoffer, fungicider og træbeskyttelsesmidler. I tilstrækkelige mængder, er 
de giftige for organismer, ved lavere koncentrationer, er det et vigtigt næringsstof til alle 
plante-og dyreliv. Hovedsageligt har man fundet kobber i dyr i bl.a. deres væv, lever, 
muskler og knogler. (John, C., 2001) 
Kobber nanopartikler  
I 1956 gav Richard Feynman en forelæsning, med følgende titel There’s Plenty of Room 
at the Bottom, hvilket var første gang nogen talte om idéen bag syntetiske nanopartikler. 
I 1974 blev ordet nanoteknologi introduceret af den japanske professor ved Tokyo 
Universitet, ved navn Norio Taniguchi. Dette blev springbræt for udgivelsen af Eric 
Drexlers bog Engines of Creation i1986, som omhandlede idéen om nanoteknologi og 
fremstillingen om, at der teknologisk kunne fremstilles ting på størrelsen 10-9m 
nanometer, hvilket er definitionen på nanopartikler (Sharma et al., 2009). Dette har 
siden udviklet sig enormt. En hel industri beror på brugen af nanopartikler og især 
metalnanopartikler, som kan findes i mange hverdagsprodukter (Prabhu et al.2010). 
Partiklerne har typisk ændrede overfladeegenskaber bl.a. pga. deres øgede 
overfladeareal i forhold til totalvolumen, hvilket giver større reaktionsdygtighed med 
partiklens omgivelser, f.eks. med cellemembraner og DNA (Det Økologiske Råd). 
Tidligere forsøg har vist (Gomes et al. 2011), at der er forskel på genekspression ved 
eksponering for hhv. Cu-ioner og CuNPer, og at det er nødvendigt at skelne mellem 
virkningen af de to. Gomes testede dette i følgende gener i mitokondrierne: 
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Monosaccharide transporting ATPase, ATP synthase E chain, NADH dehydrogenase 
subunit 1, cytochrom c, NADH-dehydrogenase Fe–S protein 4. (Gomes et al.2011). 
Man har observeret (Gomes et al.2011), at når oligochaeten Enchytraeus albidus 
udsættes for overeksponering af Cu-NPer, sker der en opregulering af cytochrome c, 
hvorimod det nedreguleres ved eksponering med Cu-ioner. Der lod til at være en større 
følsomhed overfor nanopartikler i energi-metabolismen (i mitokondrierne), end hos 
resten af de testede gener i organismen. Generelt var der ikke signifikant forskel på 
ændret genekspression ved hhv. Cu-ioner og Cu-NPer i de ikke-metabolske gener, 
hvilket forfatterne tilskrev, at Cu - på begge former - ved overeksponering påfører 
organismen stress, hvilket viser sig først i netop energi-metabolismen. Tedensen til 
ekstra ekspressionsfølsomhed overfor Cu i mitokondrierne er også observeret hos 
oligochaeten Lumbricus rubellus (regnorm) (Bundy et al., 2008).   
Metallothionein 
Når en organisme bliver påvirket af udefrakommende molekyler f.eks. metaller bliver 
proteiner kaldet metallothioineiner (MTer) aktiveret af Metal Responsive Elements 
(MRE) og Metal Transcription Factor proteiner (MTF-1) (Laity og Andrews, 2007). 
Ved aktivering af metallothionein sker der bl.a. en transport af de toksiske metaller ud 
af cellen vha. metalchaperoner, og det påvirker muligvis funktioner som op- og 
nedregulering af oxidativt stres og ROS (Laity og Andrews, 2007). Dette er alle 
mekanismer hvorved cellen bliver afgiftet. Det betyder, at MTer er involveret i den 
cellulære regulering og afgiftning af bl.a. specifikke sporingsmetaller både essentielle 
og ikke-essentielle.  
 
Figur 1 - Metallothionein: et generelt billede af et metallothioneinmolekyle. Prikkerne repræsenterer 
specifikke bindingssteder for metaller 
MTer er en gruppe af ikke-enzymatiske proteiner der har en lav molekylær vægt, ingen 
aromatiske aminosyrer og et højt indhold af Cystein. Kriteriet for at kunne blive kaldt 
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en MT er, at have en rækkefølge af aminosyrer, der hedder Cys-Cys, Cys-X-Cys eller 
Cys-X-Y-Cys, hvor X og Y er aminosyrer forskellige fra Cystein. Disse forskellige 
rækkefølger gør, at der findes mange forskellige MT klasser og isoformer af MTer 
(Luoma & Rainbow, 2008). Der er flere isoformer der er blevet identificerede og 
polymorfisme, altså flere ’koder’ for MT-gener med stort set samme funktioner, lader til 
at være meget forekommende, især i hvirvelløse dyr. Der er også blevet observeret 
variationer i de forskellige molekylære masser hvilket tyder på at der findes både 
monomere og dimere former af MTer (Langston et al. 1998). Derudover er man i de 
seneste år begyndt at se, at de forskellige isoformer måske endda har forskellige roller i 
systemet. (Amiard J.-C., 2005)  
MTer kan deles op i tre klasser, hvor klasse 1 er de proteinholdige MTer, hvor 
placeringen af cystein er tæt relateret til den man ser i MTer i pattedyr. Udover pattedyr 
befinder nogle snegle- og krebsdyrs MTer sig i klasse 1. Klasse 2 er de proteinholdige 
MTer, der ikke har en tæt sammenlignelighed med pattedyrs MTer. Klasse 3 er ikke-
proteinholdige MTer også kendt som phytochelatiner. Disse findes bl.a. i planter, 
svampe, alger og bakterier. (Merian, Ernest -1991 s.523-529) 
Det der gør at MTer tiltrækker metaller, er tilstedeværelsen af svovl, grundet de mange 
svovlbroer mellem cystein aminosyrerne, er det mere præcist thiol-grupperne (-SH) der 
gør at metaller kan binde så godt til MT. Dette gør, at metallerne bliver fjernet ud fra 
cytoplasmaet, så de ikke er tilgængelige i cellen mere. (Luoma & Rainbow, 2008)  
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Cytokrom c-oxidase  
Dette enzym er det sidste led i elektrontransportkæden i mitokondrier og findes i 
cellemembranen. Dets funktion er at bruge organismens indåndede O2 til at danne ATP 
med vand som metabolit ved denne reaktion: 
4 Fe2+-cytochrome c + 8 H+in + O2 → 4 Fe3+-cytochrome c + 2 H2O + 4 H+out 
 
 
Det foregår således, at e- bevæger sig fra led til led i elektronkæden, hvor der for hvert 
spring finder en oxidation sted, som frigør H+ til det intramembranale miljø. Disse e- 
kommer hovedsageligt fra elektrondonorerne NADPH og NADH. Disse to stoffer er 
substrater dannet i tidligere steps i respirationen. Dette er helt essentielt for funktionen 
af metabolismen hos organismen, da en elektrokemisk gradient er nødvendig for 
dannelsen af ATP til de livsvigtige processer. Umiddelbart ved siden af 
elektrontransportkædens sidste led (cytokrom c-oxidase) findes protonpumpen, som 
drives ved H+-strømmen, som løber over membranen. Hver drejning af dette 
transportprotein resulterer i en dannelse af ATP. Før i tiden, mente man, at der ved 
spaltningen af O2 dannedes peroxider, men i dag mener man, at 4e—reduktionen fører til 
øjeblikkelig dannelse af vand.  
Det er vist, at ineffektivering af CCO medfører en mere reduceret tilstand hos resten af 
komplekserne i elektrontransportkæden, hvilket medfører dannelse af superoxider fra 
kompleks I og III. Altså dannes der mere ROS, når elektronstrømmen gennem kæden 
nedsættes og dette fører til celleskader (Ogbi et al. 2004).    
Figur 2 – Opbygning af CCO 
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Figur 3 – Elektrontrnasportkæden med CCO, bestående af flere subunits, som 4. kompleks. 
En mere grundlæggende forståelse af dette makromolekyles funktion og opbygning er 
nødvendig, da forskellige dele har forskellige roller. For det første tilhører molekylet en 
gruppe proteiner, der kaldes hæm-kobber oxidaser. Dette skyldes, at hæm-grupperne i 
molekylet interagerer med hhv. CuA og CuA-centrene og dette giver proteinet dets 
oxidative egenskaber. Til at starte med doneres der en elektron fra cytochrom c til 
oxidasens dinukleare Cu-center (CuA, se fig.2) hvor den herfra gives videre til 
molekylets katalytiske side, hvorfra den endelige redox-reaktion finder sted og ilt kan 
omdannes til vand. (Chricton 2008)  
Genregulering 
 
Figur 4 - De tre stress faser ifølge Selye (1936) og Steinberg (2012) 
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Det, at kunne se ændringer i gen ekspressionen efter eksponering af potentielt farlige 
stoffer, er de seneste år blevet en mere og mere brugt metode til at klassificere stoffer 
som værende miljøforurenende eller en kemisk stressfaktor.  
Ifølge Steinberg (2012) kan et stress respons deles op i tre faser (jf. Selye 1936):  
1. Første fase er alarm fasen. Her svarer organismen igen med modifikationer i 
biokemiske og genetiske parametre for at bekæmpe den stressende situation, 
dette er dog på bekostning af aktivitetsniveau og vækst. Disse reaktioner sætter 
en midlertidig stopper for den stressede situation og påbegynder en restitution.  
2. Anden fase er resistens fasen. Så snart aktivitetsniveauet og vækstraten er faldet 
begynder forsvarsmekanismerne at sætte ind vha. f.eks. antioxidanter. 
3. Tredje fase er udmattelsesfasen. Her kollapser de vitale cellulære funktioner 
hvilket med tiden vil medføre kroniske lidelser og død. Dette indtræffer, hvis 
ikke organismen er i stand til at regulere tilstrækkeligt på sine 
forsvarsmekanismer. Det kan f.eks. være opregulering af MT og CCO, som i 
vores tilfælde vil være interessant.   
På figur 4 ses det, at der ved en for høj startdosis optræder akut celledød, det er kun hvis 
mængden af metal er tilpas at organismen vil prøve at tilpasse sig.  
Oxidativt stress 
Oxygen er nødvendigt for alle aerobiske livsformer, men paradoksalt nok, medfører 
denne afhængighed også en risiko for forgiftning med forskellige former for aktiveret 
O2. (Ahmad, 1994). Blandt andet hører O2- og OH under betegnelsen ROS (Reactive 
Oxygen Species). ROS er reaktive former af oxygen, som er yderst skadelige for DNA, 
proteiner, lipider og organismens metabolisme.  
Oxidativt stress opstår, når der akkumuleres et for stort indhold af ROS i forhold til 
antioxidanter. Antioxidanter fungerer som et naturligt forsvar mod oxidativt stress, men 
ved en for stor koncentration af ROS i forhold til antioxidanter, kan de ikke følge med, 
og de negative effekter vil træde i kraft. Oxidativt stress kan fremme apoptosis 
(programmeret celledød) eller medføre necrosis (akut celledød). (Ahmad, 1994) 
Desuden kan ROS nemt reagere med DNA, proteiner og lipider, hvilket kan medføre 
mutationer, ødelæggelse af proteiner og peroxidation af lipidcellemembranen hvilket 
igen kan medføre sygdomme og degenerative processer, så som ældning og forringelse 
af immunforsvaret. 
Antioxidanter, såsom C- og E-vitamin og diverse enzymer, spiller altså en essentiel 
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rolle, da de fungerer som en naturlig forsvarsmekanisme i alle aerobiske organismer 
(Scandalios, 1996) 
Lipid peroxidation 
Det er muligt at karakterisere de forskellige kobbertilstandsformers oxidative 
påvirkning, ved at måle på LPO, da metaller, enten på ion- eller nano-form, kan indgå i 
Fenton-reaktionen, som genererer ROS, der som tidligere nævnt fremmer LPO. Jo 
større intensivering af LPO, des større er det oxidative stress, og undersøgelser viser, at 
kobbernanopartikler er langt mere effektive til at stimulere LPO end kobber på ionform. 
(Nekrasova, 2011).  
I et forsøg udført af Gomes (2011) blev muslinger udsat for CuO-nanopartikler og Cu2+, 
hvilket medførte, at deres celler undergik oxidativt stress. Ved udsættelse for 
nanopartikler blev alle de undersøgte antioxidanter (SOD, CAT, GPX, MT) aktiveret, 
men efter et par dage oversteg ROS-produktionen, produktionen af antioxidanter, 
hvilket til sidst medførte, at enzymerne SOD og CAT (catalase) blev inaktive, mens 
produktionen af MT (methallotheonien) og GPX  (glutathione peroxidase) dog fortsatte. 
Disse enzymer kan begrænse noget af skaden ved en høj ROS-produktion, men de kan 
ikke konkurrere effektivt med de hydroxyl-radikaler, der dannes ved Fenton-reaktionen. 
Derfor vil der ske en stigning i LPO-niveauet, som kan medføre celleskader. 
Ved udsættelse for Cu2+, blev SOD, GPX og MT aktiveret, og forblev det under hele 
perioden, men det var ikke nok til at forhindre en stigning i LPO, da kobber på alle 
former er et redox-aktivt metal, der har egenskaber til at producere ROS gennem 
Fenton-reaktionen, hvorved enzymer enten kan blive hæmmet eller aktiveret. Dog gik 
produktionen af ROS en del langsommere og var i mindre grad ved udsættelse for 
kobber på ion-form end på nano-størrelse (Gomes, 2011).  
Forsøgsafsnittet 
Forsøgsbeskrivelse 
Sammenhængen mellem DNA, RNA og protein er følgende: DNA koder for RNA, 
herunder mRNA der koder for dannelsen af protein, som er ”slutproduktet”, hvor 
rækken af informationer ender. Dette kaldes Det Centrale Dogme. (Sadava et. Al, 
2008). 
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Figur 5 Det centrale Dogme (NCBI, 2012) 
Vi undersøger hvorvidt forsøgsorganismen bliver påvirket af metalpartikler ved at se på 
transkription af relevante gener. Først udsatte vi L. variegatus for metalpartikler i denne 
forsøgsopstilling: 
 
Figur 6 Forsøgsopstilling 
Vi lavede ferskvand ved at bruge 1,25 g CaSO4 · 2H2O til 1,25 L miliq-vand der rørtes 
rundt til det var homogent og dernæst afmåltes 2,95 g MgSO4 · 7H2O, 2,4 g NaHCO3 
og 0,1 g KCL og der tilsattes miliq-vand så vi havde et volumen på 25 L. Dette vand 
blev brugt i alle brøndene hvor vi tilsatte ca. 1 g sediment i hver brønd. Vi havde 3 
plader med enten kontrol-, Cu2 elller CuO NP sediment i brøndene. Sedimentet blev 
lavet ved at si sediment igennnem en 100 µm si så det kun var de fineste partikler der 
var tilbage. Derefter blev sedimentet spiket med Cu2+ og CuO partikler (af den anden 
ormegruppe).  Der er 6 brønde på hver plade, 3 brønde til 4 dages eksponeringen og 3 
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brønde til 18 dages eksponeringen. Der bliver sat 10 orme af ca. samme størrelse i hver 
brønd.  
Da vi lavede triplikater af alle prøverne blev 3x2 orme taget op fra hver brønd efter 4 
dage, vi lagde ormene på vejepapir så de kunne tørre lidt og dernæst blev der skubbet 3 
orme ned i hvert eppendorfrør. Disse blev vejet både før og efter der var 3 orme i. Efter 
afvejning kom rørene med orme straks på is. Disse var vores reserve-orme. Al 
håndtering af prøver igennem hele forløbet foregik med handsker på for at mindske 
kontamination af RNAser, desuden blev eppendorfrørene holdt lukkede når de ikke var i 
brug. Vi skulle bruge vægten af ormene til at regne ud hvor meget lysisbuffer der skulle 
bruges senere hen hvis vi får brug for disse reserve-orme. En lysisbuffer er en buffer der 
ødelægger celler så RNA’et kan blive sluppet fri, vi brugte lysisbufferen (RLT Buffer) 
fra kittet ’RNeasy’(Invitrogen). Der var derefter 4 orme tilbage fra hver brønd vi skulle 
bruge 3 af dem med det samme til oprensning af RNA. 9 sterile eppendorfrør blev 
pakket ud og ormene blev overført på samme måde som beskrevet ovenfor. Der blev 
tilføjet RLT buffer indeholdende β-Mercaptoethanol til hvert sterilt eppendorfrør. Efter 
tilsætning af buffer blev ormene ’blendet’ med en elektronisk morter.  
Derefter skulle vi oprense RNAet fra ormene. Bordet blev sprittet af og vi tændte en 
bunsenbrænder for at brænde luften af så vores miljø blev så rent som muligt. Vi fandt 3 
RNAse frie nåle frem (én til kontrol-, én til ion- og én til nano-prøverne) og hev 
blandingen op og ned i nålen for at homogenisere den. Vi puttede eppendorfrørene i en 
centrifuge af mærket ’Minispin’ og centrifugerede med 13.400 omdrejninger pr. min. 
(rpm) i 3 minutter. Vi tog centrifugatet op og derefter fulgte vi RNeasy kittets 
(Invitrogen) procedure for oprensning af RNA. 
Derefter ville vi sikre os at vi har fået oprenset og isoleret noget RNA. Dette gøres ved 
fotospektroskopi. Maskinen hedder ND-1000 (Nano-drop spectrophotometer). Vi 
kalibrerede maskinen ved at tørre af med linsepapir og lægge en dråbe (1 µL med 
finpipette) RNA-frit vand på og målte, dette gjordes to gange. Vi tog prøven B1, rystede 
den, åbnede den kort imens 1µL blev taget op og lagt på ND-1000. Vi skiftede 
pipettespids hver gang og fulgte forholdsreglerne for RNAse kontamination. Dette 
gentages for alle prøver. Imellem hver prøve blev linsen tørret af med linsepapir. 
Efter at vi har oprenset mRNA fra L. variegatus, kan der nu udføre en reverse 
transcriptase: Det anvendte mRNA har, ligesom det meste eukaryotiske mRNA, en 
Poly-A-hale, og derfor tilsættes primeren Oligo dT. 
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Figur 7 : Poly-A-hale, RT og oligo DT primer 
Denne primer består udelukkende af nukleotider med basen Thymin (T) og er derved en 
poly T oligo som binder sig til Poly-A-halen på mRNA-strengen, mens enzymet reverse 
transcriptase (RT Enzym i tabellen nendenfor) katalyserer syntesen af cDNA fra 
mRNA, ved reverse transcription. cDNA er såkaldt ’complimentary-DNA’ altså en 
komplementær DNA streng der kun dannes ud fra mRNA skabelonen som udelukkende 
består af exons og derved den del der er kodende for protein (Campbell og Reece, 
2008). Vi har altså anvendt vores mRNA fra ormen som skabelon, hvorfra vi 
syntetiserer det komplementære cDNA ved hjælp af Super Script III (Invitrogen): 
 
Tabel 1 – PCR MIX 
Reagenter til LV RT 
mix 220312 
Stock 
koncentration 
Vol./reaction 
[µL] 
Vol./mix (x 12) 
[µL] 
Vand (Rnase frit)  1-8  
dNTP mix 10µM 1 12 
Primer oligo dt 100 µM 1 12  
RNA  1-8  
MgCl2 25 mM 4 48 
DTT 0,1 M 2 24 
RNAse out  1 12 
RT Buffer x 10 2 24 
RT enzym  1 12 
  
Vi brugte forskellig mængde RNA og vand for at opnå samme koncentration af RNA i 
alle prøver (se appendix 3) og endte ud med en koncentration på 160 ng/ µL for 4 dages 
prøverne og 80 ng/ µL for 18 dages prøverne. Vi brugte programmet her til at udføre 
transskriptionen: 
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Tabel 2 - PCR Program 
Trin Temperatur [°C] Tid [Min] 
Denaturering 65 5 
Nedkøling 4 15 
Tilsæt Mix 2 
Revers Transkription 50 50 
Deaktivering 85 5 
 
cDNA’et fra syntesen anvendes nu til at udføre PCR.  Polymerase Chain Reaction 
(PCR), er en teknik, der anvendes for at lave mange kopier af DNA-strenge, hvorved 
der dannes så stor en mængde, at det bliver muligt at analysere DNAet (Savada et. al, 
2008). Det er nødvendigt at kende DNA-sekvensen, så de korrekte komplementære 
primere anvendes. Vi har derfor bestilt primere til CCO og MT (Sigma Aldrich). For 
CCO har vi brugt 2 forskelige primer-par da vi ikke med sikkerhed vidste hvilken 
underart af L. variegatus vi arbejdede med.  Ifølge Gustafsson et al., (2008) er der 
mindst to næsten identiske men dog stadigt genomisk forskellige arter af L. variegatus 
med kendte DNA-sekvenserne for CCO. 
 
Nu vil vi komme ind på valget af primere og deres tilblivelse. Vi vil forklare hvordan vi 
har fundet frem til de primere vi har brugt i forsøget og beskrive forskelle i de primere 
vi har set på. Vi har brugt følgende primerpar, et for β-actin, to for CCO og to for MT.  
Vi har inkluderet gb- (GenBank) numrene for let at kunne finde generne på genbank 
senere.  
Vi laver en prøve med β-actin (referencegen) for at kunne se en tydelig tendens indenfor 
en eventuel nedregulering i genekspressionen, da dette gen altid vil være nogenlunde 
lige stærkt udtrykt i cellen. Dermed kan man se, om en eventuel nedregulering i 
prøverne er et udtryk for reélt ændret genekspression eller, om prøverne er kontamineret 
med RNAser og at RNA derfor er blevet nedbrudt. Hvis båndene for β-actin er 
uændrede samtidigt med at MT eller CCO er ændrede, betyder det, at der har været en 
ekspressions op- eller ned-regulering hos vores biomarkører MT og/eller CCO, hvilket 
er et validt resultat. Sekvensen er velbeskrevet og kan findes på nettet i genbank ( 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Dette er en database over alle sekventerede gener i 
verden. Vi fandt genet Ved at søge på L. variegatus og fandt herved pågældende 
identifikationsnummer (gi-nummer) og genbanknummer (gb-nummer): 
>gi|26984276|gb|AY157021.1| (L. variegatus putative beta-actin gene, partial cds)  
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Vi brugte så programmet Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/), hvor vi satte gensekvensen 
for β-actin ind og derefter regnede programmet ud, hvilken sekvens primeren skal have 
for at virke bedst mht. smeltepunkt, flest A/T- eller flest G/C-bindinger, hvor G/C-
bindinger er stærkest, og om primerne evt. skulle være i farezonen for at lave 
primerdimers – en uønsket binding primerne imellem. For CCO har andre før haft 
succes med et specifikt primerpar af COI-primere hos mennesker (Li J.M. et al., 
human). Vi fandt denne primersekvens fra artiklen og matchede med ormens CCO-gen 
sekvens, den rødt markerede del er den del der er ens med Humanprimeren : 
(Lv) COI_I.F: TATGTAGTAGCACACTTCCACTA  (Vores Forward primer.) 
COI Hu GTTGTAGCCCACTTCCAC (Human Forward primer fra artikel) 
(Lv) COI_I.R: GCATCAGGGTAATCTGAGTAT (Vores Reverse primer) 
COI Hu: CATCGGGGTAGTCCGAGTAA (Human Reverse primer fra artiklen) 
Her er gi og gb koderne for L. variegatus COI-I gensekvens. 
>gi|294845833|gb|GU453374.1| L. variegatus cytochrome oxidase subunit I (COI) 
gene, partial cds; mitochondrial 
>gi|41323352|gb|AY519464.1| L. variegatus cytochrome oxidase subunit I (COI) gene, 
partial cds; mitochondrial 
Da der er identificeret to underarter af L. variegatus, var vi nødt til at sammenligne de to 
underarter af L. variegatus’ CCO-sekvenser i et program ved navn AlignX, for at se, 
hvilken af de to underarter, vores primere passede på. Vores primere stemte overens 
med underart I. Derefter skulle vi finde ud af, hvilken underart vores forsøgsorganisme 
tilhørte, da det ikke var kendt ved forsøgsstart.  
Vi brugte derfor både primere for underart I og II, lavede PCR og gelelektroforese 
Ifølge Gustafsson et. al er det underart I der forekommer både i Nordeuropa og 
Nordamerika hvorimod underart II kun ifølge disse studier forekommer i Nordeuropa. 
Den gult markerede kode nedenfor er for en af de sekvenser, som er brugt til at finde 
primerne. De røde er sekvenser fra underart II orme, resten er fra underart I orme. Disse 
sekvenser er brugt til at finde ud af, at den gult markerede sekvens, som matcher 
primerne, er underart I.
gi_226433946_gb_FJ639284.1 gi_226433974_gb_FJ639298.1 
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gi_226433978_gb_FJ639300.1 
gi_226433958_gb_FJ639290.1 
gi_226433990_gb_FJ639306.1 
gi_226433962_gb_FJ639292.1 
gi_226433950_gb_FJ639286.1 
gi_226433954_gb_FJ639288.1 
gi_226433954_gb_FJ639288.1 
gi_41323352_gb_AY519464.1 
gi_226433966_gb_FJ639294.1 
gi_226433970_gb_FJ639296.1 
gi_226433982_gb_FJ639302.1 
gi_226433986_gb_FJ639304.1 
gi_226433994_gb_FJ639308.1 
Derfor passer disse primere til underart I orme, hvilket passede til vores 
forsøgsorganisme, her er blot gi og gb numre:  
gi_226433938_gb_FJ639280.1 
gi_226433978_gb_FJ639300.1 
gi_226433964_gb_FJ639293.1 
gi_226433940_gb_FJ639281.1 
gi_226433942_gb_FJ639282.1 
gi_226433944_gb_FJ639283.1 
Disse 6 ovenstående underart II sekvenser blev brugt til at undersøge variationen i 
underart II, lave primere i primer3 og undersøge at primerne ikke lå i et område med 
stor variation.  
Gensekvensen for MT var ikke kendt og vi kunne altså ikke bruge programmet primer3 
direkte. Vi gik på genbank og fandt alle MT-sekvenser på oligochaeter, der findes til 
dags dato. De blev sat inde i alignX (af flere omgange), hvor man så kunne 
sammenligne alle sekvenserne. Her fandt vi frem til en deling af isoform I og II ved at 
se, at sekvenserne grupperede sig i to homologe grupper. Vi lagde de to primere i de 
mest konserverede områder hos de to grupper. L. variegatus burde efter al 
sandsynlighed have samme konserverede gensekvenser og det højner chancen for 
primermatch. Dette kan man vide, da et konserveret område på genet netop er forblevet 
uændret gennem evolutionen, fordi netop denne sekvens er vigtig for genets funktion. 
Hos CCO brugte vi Hu-primere som skabelon, fordi vi vidste, at de havde virket før, 
men da vi her skulle lave dem inden for et lille afgrænset område på sekvensen, 
begrænsede det muligheden for at lave optimale primere. Vi fandt ingen match i 
prøverne.  Dette skyldes sandsynligvis ovenstående problem, at primerne har været 
ineffektive, da ormen sandsynligvis har mindst én af isoformerne og derfor ville have 
18 
 
vist sin tilstedeværelse, hvis primerne havde virket optimalt. Dette kan man vide, fordi 
det er helt essentielt at have dette protein, også for mennesker.  
gi_269930105_gb_GU177855.1 
gi_4454156_emb_AJ236886.1 
gi_301130785_gb_HM014116.1 
gi_3483008_emb_AJ005823.1 
gi_3550468_emb_AJ010264.1 
gi_320382082_gb_GU592919.1 
gi_3452480_emb_AJ010263.1 
gi_83944645_gb_DQ286714.1
Isoform 1 sekvenser fra forskellige oligochaeter. Brugt til at undersøge variationen og 
finde de mest konserverede områder hvorfra primerne så blev lavet.   
gi_169639246_gb_EU360939.1 
gi_169639244_gb_EU360938.1 
gi_189187439_gb_EU560442.1 
gi_189187441_gb_EU560443.1 
gi_189187443_gb_EU560444.1 
gi_189187445_gb_EU560445.1 
Isoform 2 sekvenser fra forskellige oligochaeter. Brugt til at undersøge variationen og 
finde de mest konserverede områder hvorfra primerne så blev lavet. Betegnelserne 
isoform 1 og 2 er ikke konventionelle.  
Nu vil vi gennemgå PCR metoden for ophobning af specifikke gensekvenser: 
Processen med at kopiere DNA-sekvenserne, foregår i mange cykler, hvor de samme 
trin gentages. Vi anvender 23 cykler i vores PCR for CCO. En PCR foregår i følgende 
trin: først denatureres DNA ved at blive opvarmet til 95○C. Denaturering betyder, at den 
dobbeltstrengede DNA separeres ved udsættelse for varme, så der er to enkeltstrenge i 
stedet for et dobbelthelix (Savada et. al, 2008). I den første cyklus er der kun én 
template cDNA-streng som bliver kopieret så at vi har dobbeltstrenget DNA som 
udgangspunkt i de resterende 22 cykler. I disse cykler er det nødvendigt at separere 
DNA’et, da den tilsatte primer skal sætte sig fast på enkeltstrengene. Dette kaldes 
primer annealing. Der tilsættes specifikke reverse- og forward-primere i PCR-mixet. 
Disse primere afgør hvor polymerasen skal binde til og derefter begynder 
polymeraserne at læse i 5’-3’ retning fra hver deres enkeltstreng. Så for hver 
dobbeltstrenget DNA kommer der 2 nye strenge og denne fordobling sker i hver cyklus. 
Disse primere vil binde sig specifikt til DNA’et (target-DNA-sekevens), hvor der kodes 
for henholdsvis MT og CCO, så vi efter udførelsen af PCR vil have mange kopier af 
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DNAet for de to gener. For at primeren skal binde sig effektivt til cDNA’et skal 
temperaturen sænkes til 55○C, hvilket er ca. 5○C under primerens smeltetemperatur og 
ved denne temperatur forbliver de to DNA-strenge adskilt. Efter primer annealing 
hæves temperaturen til 72○C, hvor den tilsatte DNA polymerase har de bedste forhold 
og aktiverer replikationen af de specifikke DNA-fragmenter ved hjælp af primerene der 
viser hvor kopieringen skal starte og slutte. Vi bruger DNA polymerasen 
HotStarTaqMaster mix, der er et mix af bl.a. polymerasen dNTP og PCR bufferen og 
kun er aktiv efter opvarmning til 95⁰C. Det vil sige, at DNA-polymerasen tilføjer 
nukleotider til den komplementære DNA-streng fra primeren, hvorved der dannes nyt 
dobbeltstrenget DNA.  
Pointen er nu, at cyklussen starter forfra og gentages 23 gange, hvorved der dannes 
DNA i så tilpas stor en mængde, at det er muligt at synliggøre på en gel. Der laves 
følgende blanding, der skal anvendes til PCR, hvor punktet ”DNA” er cDNA’et fra 
DNA-syntesen: 
Tabel 3 - PCR Mix 
Reagenter til LV 
kontrol 290312 
Stock 
koncentration 
Vol./reactio
n [µL] 
Endelig 
koncentration 
Vol./mix (x 
8) [µL] 
Vand (Rnase frit)  13,6   
Primer F 10 µM 1,2 300 nM 12 
Primer R 10 µM 1,2 300 nM  
DNA  4 32 ng  
HotStarTaqMaster 
Mix (Vortex) 
 20 2,5 units 
DNA 
Polymerase, 
1 x PCR 
dNTP, 200 
µM hver 
 
Totalt volumen                              40 
  
Det færdigblandede mix anvendes nu til at udføre et PCR-program:  
Tabel 4 - PCR Program 
Trin Temperatur [°C] Tid [min] 
Første aktivering 95 15 
 
35 cykler 
Denaturering 94 ½ 
Primer 
Annealing 
55 ½ 
Forlængelse 72 1 
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Endelig forlængelse 72 10 
Nedkøling 10 ∞ 
En gelelektroforese udføres, hvorved PCR produktet kan undersøges. Gelelektroforese 
er en teknik der anvendes til at separere de DNA-fragmenter der er replikeret fra PCR. 
Vi har et 300 mL måleglas til gelblandingen som er en 1% opløsning, dvs. vi bruger 1 g 
aggarose (Invitrogen) til 100 mL TBE-buffer (Gibco). Vi brugte en TBE-buffer for at 
give DNAet det bedst mulige. Vi kogte det til blandingen var homogen og tilsatte i 
stinkskab 8 µL Ethidium Bromid (Etbr) fordelt på pladen og hældte derefter 
gelblandingen på pladen og rørte rundt i det så Etbr blev blandet godt ind i det. Etbr er 
fluorescerende i UV-lys og binder til DNA og RNA. Da DNA er negativt ladet, vil 
fragmenterne bevæge sig mod pladens plus pol. Da gelen fungerer som en si vil de små 
stykker DNA/RNA bevæge sig hurtigere og derved længere end de store stykker 
DNA/RNA. Ved udsættelse for ultraviolet lys, kan der ses små bånd i gelen, der 
indikerer DNA-fragmentets mængde (Savade et. al, 2008). Derefter tørrer det i 1 time 
inden PCR prøverne kan afsættes i brøndene. Udover prøverne der bliver blandet med 
1µL DNA loading dye (Fermentas), for at farve prøverne blå så det er lettere at se 
hvilke brønde man har fyldt, tilsætter vi også en Gene Ruler markør (1kb Plus, DNA 
Ladder ready-to-use, Fermentas) i de yderste brønde for at kunne aflæse hvor mange 
basepar vores DNA har og derved se om det er de rigtige DNA-fragmenter vi har fået 
isoleret. Til sidst vurderer vi om vi ser en forskel i mængden af MT og CCO ved 
udsættelse for de forskellige former af kobber.  
Disse fire trin med at oprense RNA fra ormene, lave mRNA til cDNA, lave en PCR og 
derefter køre det på en gel har vi gjort med 4 dages- og 18 dages-prøverne. Derudover 
har vi i starten lavet en kontrol-PCR for at se om vi overhovedet kunne få ophobet noget 
RNA og en anden PCR hvor vi testede hvor mange cykler der ville være optimalt for 
CCO og vores kontrol-gen β-Actin. Da vores MT-primere ikke passede til vores orms 
MT gen-sekvens har vi undladt at teste for MT i 18 dages prøverne. Vi fandt at 23 
cykler ville være optimalt for CCO-sekvenserne, 35 cykler for β-Actin-sekvenskerne og 
vi prøvede med hele 40 cykler for MT-sekvenserne ved 4 dages prøverne – hvilket 
stadig intet resultat gav.  
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Resultater 
Nu vil vi gennemgå vores resultater, yderligere data for ormene findes i appendix 1 og 
2. Data for primere findes i appendix 3. 
  
Figur 8 – RNA dag 4  Figur 9 – RNA dag 18 
Disse geler viser os, at der er nok RNA i vores prøver til at de kan ses på gelen og ikke 
er nedbrudt af RNAser undervejs. De tydelige bånd er ribosomalt RNA og at den 
skyggeagtige trappe eller bagved er mRNA. Når mRNA er lige tydeliget oppe og nede 
betyder det at der ikke er sket ret meget RNA-nedbrydning.Ved RNA dag 4 gelen ses 
det, at der er to tomme brønde. Den ene er prøven B7 som ikke kom til syne muligvis 
pga. RNAse kontamination. RNA dag 18 ses for alle prøver. Det ser dog ud som om der 
er mindre RNA i dag 18 prøverne dette kan være fordi ormene blev frosset ned efter 18 
dage og først taget i brug i laboratoriet efter et stykke tid. Derfor kan der være sket en 
nedbrydning af RNAet i mens ormene tøede op inden de blev udsat for lysis-buffer og 
blendning.  
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Figur 10 – Antal Cykler          Figur 11 – Kontrol PCR 
På gelen hvor vi tester PCR cykler for CCO kan man tydeligt se at båndene er mere og 
mere farvede øverst hvor det var igennem 20, 25, 30 og 35 cykler. Derfor valgte vi at 
køre med 23 cykler i det endelige forsøg da det lige akkurat vil kunne ses. På den 
nederste del af gelen til venstre ses en kontrol for RNA CCO som også først viser sig 
efter 35 cykler og derved ikke vil påvirke resultaterne. Nederst til højre ses β-actin gelen 
som giver udslag ved 35 cykler. 
På vores kontrol PCR ses det at det er COI-I primeren der passer og derved som nævnt i 
primer afsnittet, er tilhørende underart I. 
På en femte gel, som vi ikke har afbildet, så vi at MT primerene ikke har bundet sig til 
gensekvensen, da det eneste vi ser, er vores Gene Ruler. Det betyder, at MT-primerene 
som nævnt i forsøgsbeskrivelsen ikke passer og derved ikke har bundet sig fast. For at 
være på den sikre side kørte vi PCR igen med 40 cykler for at presse endnu mere på for 
at se et resultat og vi sænkede annealings-temperaturen fra 55⁰C til 45⁰C for at gøre det 
nemmere for primeren at binde sig fast men det var stadig uden resultater. Dette er et 
emne vi kommer yderligere ind på i diskussionen. 
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Figur 12 – CCO PCR  Figur 13 – β-Actin PCR 
På vores geler ses det generelt at der er en del variation indenfor hvert triplikat hvilket 
medfører lidt usikkerhed angående resultaternes validitet og er et emne vi kommer 
yderligere ind på i vores diskussion. Vores negative kontroller (H20) i alle geler 
fungerer fint og viser at prøverne ikke er kontamineret med RNAser. Det ses også at det 
overskydende et-Br har lagt sig øverst på gelen hvorved båndende ses mindre tydeligt 
da baggrunden er mørkere. Dette er dog kun synsbedrag og hvis man ser på båndende 
relativt til baggrunden, ser man at der ikke er nogen tydelig op- eller ned-regulering af 
gensekvenserne.  
For CCO gelen ses det at prøve B4, B10 og B15 mangler. For CCO havde vi forventet 
en nedregulering da vi formodede at metallerne ville ødelægge cellens funktioner 
tilstrækkeligt til at gå ud over nogle af de vigtigste mekanismer i cellen som f.eks. 
elektrotransportkæden som CCO er en del af. Alt i alt ser vi en indikation på 
nedregulering, men resultatet er for usikkert til at gå videre med da β-actin ikke 
fungerede korrekt. Flere undersøgelser på området bør laves. 
For β-actin gelen ses det at der ikke er udslag ved alle prøver, hvilket der burde være. β-
actin-gensekvensen er til stede i alle celler og burde derfor give synligt udslag ved alle 
prøver. Her er der også variation indenfor triplikaterne hvilket højst sandsynligt er 
grundet pipetteringsfejl. Det at vores kontrol-gen ikke fungerer, gør at vi ikke kan bruge 
sammenligning af kontrol gel med CCO gel som en metode til at fastlægge hvorvidt der 
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er tale om op eller nedregulering. På β-actin gelen ses det således at vi har mindre RNA 
eller dårligere kvalitet.  
For 4 dages prøverne fandt vi, at MT ikke blev vist på gelen hvilket skyldes at primeren 
ikke passede vores orms gensekvens. Derfor kan vi ikke konkludere om ormene 
generelt er mere påvirket af ROS efter 18 dage end efter 4 dage.  
Fejlkilder ved forsøg 
Generelt var vores største fejlkilde upræcis pipettering. Det er en teknik der tager lang 
tid at lære at beherske men ikke desto mindre fik vi resultater frem, man kan så 
diskutere validiteten af disse. MT-primerene passede ikke som beskrevet i 
forsøgsafsnittet, dette kan dog afhjælpes hvis man har tid nok til at sekventere ormens 
genom. Derudover ville MT resultaterne være meget upræcise da der ingen 
retningslinjer er for hvorfor MTer kan blive påvirket. Indtil videre er det forskellige 
faktorer som metalforgiftning, udsultning, stress og kulde der muligvis kan påvirke MT-
niveauet i en organisme. Derudover findes der et utal af MT-isoformer der alle er 
specialiserede til at matche et bestemt metal og en bestemt metalkoncentration hvilket 
gør det endnu mere uvist. CCO er en mere præcis markør i dette forsøg da vi kender 
rækkefølgen af baseparrene. Andre fejlkilder kan være at ormene har været stressede 
under håndtering af dem hvilket har betydning når vi taler om små gener som CCO 
netop er. Hvis genet er større tager transskriptionen længere tid og organismen vil 
derved først blive påvirket efter længere tid. Der blev byttet rundt på to rør med orme 
men det var inde for samme sektion (Kobber Ion Orme) og derved udsat for det samme. 
Under håndtering af ormene kom de heller ikke direkte på frys men kun på midlertidig 
is, hvilket kan have betydning for nedbrydning af gensekvenser. Vedrørende PCR kan 
det være en fejlkilde at dag 18 prøverne kom på frys inden de blev brugt hvilket som 
tidligere nævnt kan have forårsaget RNA-nedbrydning til en hvis grad under optøning. 
Primeren vi brugte til RNA til cDNA delen havde en konc på 100 mM og ikke 50 mM 
som opskriften sagde, under anden RNA til cDNA del brugte vi derfor også 100mM for 
at vi ville kunne sammenligne resultaterne. 
Diskussion (Analyse) 
Vi vil vi komme ind på artikler der har beskæftiget sig med stort set samme gener på 
forsøgsorganismer indenfor mindre vandlevende dyr, f.eks. oligochaeter. En af 
grundende til, at vi kan sammenligne med andre dyr, er at gener som koder for CCO 
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subunit I, som nævnt i primer afsnittet, ikke har ændret sig meget igennem tiden og 
udviser stor lighed selv imellem forskellige arter. 
Der er flere forskellige data fra andre forsøg, der taler for og imod op- og ned-regulering 
af specifikke metalfølsomme gener. Vores resultater viste, at der ikke var nogen 
signifikant sammenhæng mellem metaleksponering og op- eller ned-regulering af CCO 
subunit I i L. variegatus. Tidligere forsøg (Gomes et al. 2011, Bundy et al. 2088) har 
vist, at CuNPer fremprovokerer en opregulering af cytochrom c i ETC, hvilket muligvis 
kan resultere i en mere effektiv ETC. Det er før vist, at CuNP-eksponering fører til 
opregulering af metallochaperonet COX17, som også betegnes CCO-subunit 17 (Craig 
et al.2007). Dette protein virker ved at transportere Cu-ioner fra cytoplasmaet og til 
mitokondriernes membraner, hvor de indgår i op til flere processer bl.a. i dannelsen af 
nyt CCO (Craig et al. 2007).   
Manzl et al. (2003) har derudover lavet forsøg på Cu2+ påvirkning hos fisk hvilket har 
vist, at der ved kobber kontamination sker en op koncentrering af Ca2+ niveauet i cellen. 
Derved kan calcium påvirke ROS-produktionen i cellerne.  Ca2+ er bl.a. vigtigt for den 
elektrokemiske gradient over cellemembranen. Cu2+ blokerer muligvis de transportveje 
Ca2+ benytter for at komme ind i cellen, samtidig med at danne membran-lækager vha. 
lipid peroxidation, så ekstra Ca2+ fra omgivelserne kan trænge ind i cytoplasmaet. Det 
betyder at der sker en unaturlig ophobning af Ca2+ inde i cellen, hvilket enzymet Ca2+-
ATPase udskiller igen under forhøjet forbrug af ATP fra ETC. Man har dog ikke påvist 
forøget ATP-koncentration heraf, hvilket der kan være flere forklaringer på f.eks kan 
den forhøjede mængde CCO i elektrontransportkæden måske øge produktionen af ATP. 
Denne ATP vil måske blive brugt med det samme igen af enzymet Ca2+-ATPase. En 
anden mulighed er, at elektrontransportkæden gøres mere effektiv ved at forhøje 
mængden af forbrugt O2, hvorved der så ikke bliver lavet mere ATP, men blot arbejdes 
med uparret respiration. Det betyder kort sagt at der ifølge Manzl et al. (2003) er en tæt 
sammenhæng mellem membranpotentialet og ROS produktionen. (Manzl, C., et al. 
2003) 
Umiddelbart er ikke-essentielle metaller som Cd og Hg kendt for at være mere giftige 
for celler end essentielle metaller som Cu og Zn. (Simkiss et al.,1982). Dog er Cu blevet 
testet som værende cytotoksisk, altså giftigt for cellens indre (Suzuki et al., 1996). Eun-
Ji Won et al. (2008) har lavet forsøg med polychaeten Perinereis nuntia og Cu- og Cd-
kontamination i sediment. Deres resultater viste at Cu havde indvirkning på ormenes 
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mobilitet og morfologi ved meget lavere koncentrationer end Cd. Kort sagt fandt de, at 
Cu er mere toksisk end Cd. Derudover ændrede MTLP-koncentrationen sig ikke 
besynderligt for Cu eksponering hverken dag 4 eller 7 og fandt at MTLP aktivering og 
tolerance varierede en hel del mellem de forskellige arter (Eun-Ji Won et al., 2008). 
Vi har fundet at der ikke sker de store ændringer med CCO ved metaleksponering. 
Derfor kan det diskuteres at fase 2 af stress-faserne er effektive nok i L. variegatus, til at 
fase 3 ikke bliver skudt i gang. Det vil sige, at der sandsynligvis har været MTer der har 
overlevet stressfaktoren. For at vi kunne få et mere fyldestgørende billede af vores data 
burde vi have taget orme op f.eks. hver dag for at kunne se op- eller ned-regulering på 
daglig basis. Flere artikler ser variation i genreguleringen efter blot 48 timer (Gomes et 
al, 2011). Det kan diskuteres om 18 dage er for kort eller lang tid, måske har ormen 
tilpasset sig sit nye miljø. Da alle vores orme levede efter 18 dage må vi gå ud fra, at 
metaleksponeringen har været indenfor et område, hvor organismen bliver berørt af det 
nye miljø, men kan tilpasse sig uden de store gener.  
En anden mulighed kan være at fase 3 er blevet udfaset og MT igen er nedreguleret pga. 
overbelastning i ormen, da der bliver ved med at være kobber i dens omigvelser, og det 
så er op til andre komponenter i ETC at skabe balance.  
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Konklusion 
På CCO-fronten havde vi en præcis primer der bandt sig til vores cDNA. Fra litteraturen 
havde vi forventet, at se enten en op- eller ned-regulering af genet. I vores CCO-prøver 
fandt vi, at CCO ikke bliver synderligt påvirket af metaleksponering og vi så ingen op- 
eller ned-regulering af genet i vores forsøgsperiode. Vi fandt dog ud af, at det er 
underart 1 (jf. Gustaffson, 2008) af L. variegatus vi arbejdede med.  
Det ikke muligt at spore et resultat for MT-ekspression, da vores primere viste sig ikke 
at være præcise nok til at binde sig til vores RNA og derefter spores på en gel. Dette er 
højst sandsynligt bare et metodeproblem da alle organismer har MT i sig, det er bare om 
at finde de rigtige primere der passer til den præcise organisme. Fra litteraturen havde vi 
forventet at finde en primer der passede og se en op- eller ned-regulering af genet. Der 
er endnu ikke nogen der er kommet med et definitivt svar, der er både forskere der er 
pro opregulering af MT og pro nedregulering af MT. Vi har ikke kunnet stille os ved 
nogle af disse lejre da vi ikke kunne indsamle data. 
Det lader til at der ikke er nogen direkte sammenhæng mellem genekspressionen af 
CCO og metaleksponering i L. variegatus. Der er dog blevet set mange andre 
sammenhænge mellem metaleksponering og genekspression af specifikke gener i andre 
forsøg, som vi også har diskuteret i diskussionen. Vores konklusion er, at der ikke er 
nogen direkte synlig sammenhæng men ved yderligere undersøgelser vil en mulig 
sammenhæng måske kunne detekteres.  
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Perspektivering 
Til videre forskning inden for dette område, kunne det være interessant, at anvende en 
anden markør evt. COX17, som Craig et al. (2007) havde påvist en opregulering af 
under Cu2+-eksponering. De har dog ikke undersøgt effekten af CuNP’er, så her er der 
måske basis for sammenligning med vores resultater med CCO og MT. Inden vi gik i 
gang med forsøget, overvejede vi at bruge CAT og/eller SOD, som begge spiller en 
rolle i hhv. metalforgiftning og ROS. Desuden er det klart, at der bør foretages nye 
målinger med MT, da det er en udmærket biomarkør inden for feltet og burde give gode 
resultater. Det er bare nødvendigt, at fremstille nye primere, som passer bedre til 
forsøgsorganismen, eller prøve med en anden, fuldt ud sekventeret forsøgsorganisme. 
Mindre ferskvandsfisk og andre oligochaeter og mollusca er f.eks. blevet brugt i andre 
tilsvarende forsøg. Ydermere kunne det være relevant at undersøge andre metal-
nanopartikler, såsom AgNP’ers (sølvnanopartiklers) indflydelse på vandlevende 
organismers genekspression, da der også udledes mange af disse.  
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Appendix 1 
Her findes ormedata 
  
Rør ID Vægt E-rør 
[g] 
Vægt E-rør + 3 orme 
[g] 
Vægt 3 orme (u. E-rør) 
[g] 
Vægt 1 orm [g] 
Kontrol 
B1 
0,9897 0,9906 0,0108 0,0036 
Kontrol 
B1 
0,9743 0,9853 0,0110 0,0037 
Kontrol 
B2 
0,9785 0,9979 0,0194 0,0065 
Kontrol 
B2 
0,9800 0,9996 0,0196 0,0065 
Kontrol 
B3 
0,9753 1,0156 0,0403 0,0134 
Kontrol 
B3 
0,9883 1,0063 0,0180 0,0060 
Ion B7 0,9788 0,9973 0,0185 0,0062 
Ion B7 0,9808 0,9961 0,0153 0,0051 
Ion B8 0,9786 0,9986 0,0200 0,0067 
Ion B8 0,9795 0,9927 0,0132 0,0044 
Ion B9 0,9857 1,0049 0,0192 0,0064 
Ion B9 0,9763 0,9942 0,0179 0,0059 
Nano B13 0,9795 0,9945 0,0150 0,0050 
Nano B13 0,9746 0,9911 0,0165 0,0055 
Nano B14 0,9751 0,9851 0,0100 0,0033 
Nano B14 0,9780 0,9931 0,0151 0,0050 
Nano B15 0,9971 1,0109 0,0138 0,0046 
Nano B15 0,9964 1,0122 0,0158 0,0053 
 B 
 
Appendix 2 
Ormedata fortsat 
 
 
 
 
Skal helst ligge omkring 2, * lidt for høj 
  
                                                          
1
 Vi skal bruge ca. 160 ng/µL i hver prøve her står hvor meget vi skal putte i hver. 
Rør ID Vægt E-rør [g] Vægt E-rør + 3 orme 
[g] 
Vægt 3 orme (u. E-
rør) [g] 
Vægt 1 orm [g] 
K B1 0,9611 0,9817 0,0206 0,0069 
K B2 0,9353 0,9492 0,0239 0,080 
K B3 0,9447 0,9656 0,0209 0,0070 
I B7 0,9324 0,9535 0,0211 0,0070 
I B8 0,9518 0,9679 0,0161 0,0054 
I B9 0,9429 0,9581 0,0152 0,0051 
N B13 0,9418 0,9604 0,0186 0,0062 
N B14 0,9547 0,9679 0,0132 0,0044 
N B15 0,9371 0,9503 0,0132 0,0044 
Rør ID Mængde RNA 
[ng/µL] 
Mængde prøve der skal 
bruges1[ng/µL] 
Absorb.lys  
RNA/protein 
K B1 104,3 1,53  2,12 
K B2 19,7 8 2,59* 
K B3 275,5 (275,5/160 = 1,72 -> 10 µL RNA 7,2 
µL H2O) 
2,16 
I B7 474,7 10 µL RNA 19,7 µL H2O 2,15 
I B8 271,8 10 µL RNA 7 µL H2O 2,15 
I B9 69,1 2,31 2,11 
N B13 157,8 1 2,17 
N B14 191,5 10 µL RNA 2µL H2O 2,13 
N B15 23,9 6,69 2,20 
 C 
 
Appendix 3 
Vi har brugt følgende primere: 
lv.Met1.F: (A/G)AAGCTTTGCTGTGCTGA Tm 46,4 (VNTI) 
lv.Met1.R: (C/G)CA(T/C)CC(T/C)TTCTTGCATCC Tm 47-52 (VNTI) 
lv.Met2.F: TGGTTC(T/A/G)GCAAAATGTGG Tm 47-52 (VNTI) 
lv.Met2.R: GCTACTTGCATGATCCCTTC Tm 48,8 (VNTI) 
lv.COI_I.F: TATGTAGTAGCACACTTCCACTA Tm 44 (VNTI) 
lv.COI_I.R: GCATCAGGGTAATCTGAGTAT tm 45,1 (VNTI) 
lv.COI_II.F: TATGAGCCGGAATAGTAGGA tm 55.02 
lv.COI_II.R: GTGGGCAGTAACTATGGTGT tm 55.01 
lv.b_act.F: TTACTGAGGCACCTTTGAAT tm 54.96 
lv.b_act.R: GAGTCGAGAACGATACCAGT tm54.30 
 
